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Resumo

Os acidentes vasculares cerebrais sao uma das principais causas de morbi-mortalidade nos
paises desenvolvidos sendo uma realidade com graves consequéncias médicas, sociais e
econdmicas. Varios estudos relatam o importante papel das hormonas sexuais na incidéncia e
resposta biologica do organismo a esta patologia pelo que se torna crucial compreender quais

as consequéncias que a disfuncao destes eixos pode ter na mesma.

Objectivos: Rever o papel dos estrogénios e androgénios na etiopatogenia do AVC; Rever o
papel da epigenética na etiopatogenia do AVC; Rever o conceito de disruptor endocrino e o
seu potencial papel na salde e na doenca; Rever o papel dos disruptores endocrinos na
etiopatogenia do AVC, quer a nivel da desregulacao hormonal quer a nivel do seu impacto

epigenético.

Metodologia: Leitura e analise de artigos publicados acerca do tema, nos Gltimos 5 anos, na

base de dados do site pubmed.com.

Palavras-chave

Acidente Vascular Cerebral, Etiopatogenia, Disruptores enddcrinos, Hormonas sexuais.



Abstract

Stroke is one of the major causes of mobility and mortality in developed countries having

severe medical, social and economic consequences.

Several studies correlate the level of sexual hormones with the incidence of vascular disease
and with the biological response after stroke. Therefore it’s crucial to understand how

disruption of hormonal homeostasis can influence the pathophysiology of this disease.

Objectives: Review the role of estrogens and androgens in stroke pathophysiology; Review the
role of epigenetics in stroke pathophysiology; Review the endocrine receptor concept and its
role in health and disease; Review the role of endocrine disruptors in stroke pathophysiology,

concerning its contribution to hormonal deregulation and its epigenetic impact.

Methodology: Reading and analysis of articles concerning this theme, of the last 5 years, in

pubmed.com database.

Keywords

Stroke; Pathophysiology; Endocrine disruptors; Sexual hormones;
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Introducao

Os acidentes vasculares cerebrais sao uma das principais causas de morbi-mortalidade nos
paises desenvolvidos sendo uma realidade com graves consequéncias médicas, sociais e

econdmicas.’

Constituindo uma das principais causas de incapacidade no mundo e mais especificamente em
Portugal continua a ser um verdadeiro desafio para as equipas multidisciplinares que abordam
esta patologia sendo necessaria uma constante aposta na melhoria da sua prevencao,

diagnéstico e tratamento.

Para que se consiga uma melhor intervencdo é crucial uma compreensdao profunda dos
mecanismos celulares e moleculares envolvidos, investigacdo que nos dara pistas para a
descoberta de novos factores que contribuam para a sua elevada incidéncia, novas formas de
personalizarmos o tratamento aos pacientes de acordo com as suas caracteristicas biologicas

especificas e de novos farmacos que permitam uma melhor resposta face a mesma.

Algo curioso acerca desta doenca cerebrovascular, e que constitui o ponto de partida desta
revisdo, é o facto de apresentar uma epidemiologia variavel conforme o sexo, relativamente

quer a incidéncia quer & mortalidade associada.'

Este facto remete-nos para um possivel papel das hormonas sexuais na etiopatogenia do AVC,
o que podera explicar a susceptibilidade individual variavel e a diferente resposta celular

desencadeada conforme o sexo.?

Muitos trabalhos tém sido desenvolvidos neste sentido comprovando a influéncia dos eixos
hormonais no aparecimento e desenvolvimento da doenca, evidéncia que nos lanca novos e
mais complexos desafios no sentido de perceber até que ponto é que a disfuncdo destes eixos

pode ser relevante e ter um impacto importante.

Desta forma, surgiu o interesse de estudar o papel dos disruptores enddcrinos na
fisiopatologia deste problema, uma vez que os mesmos ao alterarem os padroes de secrecao e
de biodisponibilidade das hormonas enddgenas podem, directa e/ou indirectamente,

influenciar a resposta biologica a mesma.

Assim, este trabalho pretende, entdo, fazer uma revisao dos artigos publicados nos ultimos
anos acerca do papel dos disruptores endocrinos na etiopatogenia do AVC de forma a

perceber através de que mecanismos é que esta possivel influéncia se desenvolve.



AVC: Conceitos Gerais

1.1. Definicao

Pode definir-se AVC como uma alteracdo neuroldgica focal ou global, de inicio sibito e de

presumivel origem vascular.

Os dois principais mecanismos que produzem a lesao cerebral e que servem para uma

classificacao basica desta patologia sdo a isquémia e a hemorragia.

Os AVCs isquémicos correspondem a cerca de 80% das etiologias e devem-se a fenémenos de
trombose, embolismo ou isquémia global associada a hipotensao. E, essencialmente, neste

tipo de acidente vascular cerebral que esta revisao ira incidir.

Por sua vez, os AVCs hemorragicos que representam cerca de 10-15% das causas estao

relacionados com rupturas vasculares nao traumaticas.

Em ambos os casos, a resposta celular e tecidual a estas alteracdes esta na base das graves

consequéncias clinicas observadas.?

1.2, Epidemiologia

Os AVC’s constituem uma das principais causas de mortalidade nos paises desenvolvidos sendo
que mesmo quando nao levam a morte imediata ou em algumas horas do doente acometido
constituem, a longo prazo, uma das maiores causas de incapacidade tornando-se, assim, num

flagelo ao nivel da salide pUblica mundial.’
Em Portugal, estima-se que a sua incidéncia global seja de, aproximadamente, 8%.*

Quanto a mortalidade, os dados mais recentes revelam que houve cerca de 13020 obitos em

2012, o que representa uma queda progressiva de cerca de 7% desde 2008. °

Em relacao a taxa de mortalidade padronizada por 100.000 habitantes, a mesma € de cerca
de 71,2% em individuos com idade superior a 65 anos e de 12,2% em individuos com idade
inferior a 65 anos, o que representa uma diminuicao de quase 20% em relacao aos dados

recolhidos em 2007. °

Este facto podera ser explicado pela implementacdao de programas de salde especificos de
combate a esta patologia ao nivel da prevencéo e controlo dos factores de risco modificaveis

e da sua abordagem ao nivel hospitalar (“Via Verde AVC”).



Relativamente as diferencas nas variaveis epidemioldgicas entre sexos, € de salientar que
enquanto a incidéncia é ligeiramente superior nos homens, as taxas de mortalidade sao
superiores nas mulheres. Isto deve-se ao facto, numa primeira analise, de apresentarem uma
idade superior a data do 1.° AVC e de possuirem comorbilidades cardiovasculares em maior

nimero e de maior gravidade.'



Fisiopatologia do AVC

O AVC isquémico pode resultar, conforme referido anteriormente, de um mecanismo
trombdtico, embdlico ou relacionado com um estado de hipoperfusdo geral. Em qualquer um
dos casos, a privacdo de oxigénio a que sao sujeitas as células neuronais e o rapido

compromisso do seu metabolismo aerdbio irdao estar na base das lesées observadas.

E de salientar que a gravidade das lesées dependera da duracdo da hipdxia, da localizacdo da
regiao afectada (sendo possivel a existéncia, em algumas regides, de uma circulacao colateral
que permita a nutricdo, ainda que parcial, da zona acometida) e da existéncia de co-

morbilidades, principalmente vasculares e/ou endécrinas.?

2.1 O conceito de foco isquémico e zona de penumbra

De um ponto de vista topografico, pode identificar-se a zona de parénquima afectado que
sofre morte imediata, o foco isquémico, e uma zona circulante, a zona de penumbra, com

algum potencial de recuperacao.

As células no foco isquémico sao rapidamente destruidas por lipolise, proteolise,
desagregacdo dos microtUbulos, falha do sistema bioenergético celular e quebra,
consequente, da homeostasia i6nica.® A zona de penumbra localiza-se entre o foco isquémico
e a massa neuronal nao lesionada. Sofre alteracao da perfusdo sanguinea mas o metabolismo

das células desta zona nao sofre alteracdes relevantes.®

2.2. A cascata isquémica

A zona de penumbra é crucial no desenvolvimento dos processos fisiopatologicos associados
ao AVC pois é a partir daqui que se inicia e progride a cascata isquémica, um conjunto de
complexos processos bioquimicos sequenciais que resultardo na necrose e/ou apoptose
neuronal. Assim sendo, a compreensao dos processos despoletados pela activacao desta
cascata é de primordial importancia para o desenvolvimento de terapéuticas que permitam a
sua ndo activacao ou a reversibilidade dos processos ja iniciados, facto ja comprovado
laboratorialmente ser possivel através de um aumento da perfusao ou de uma interferéncia

directa na cascata.’

A cascata isquémica compreende os seguintes processos: hipoperfusdo, alteracao do
metabolismo celular, excitotoxicidade, stress oxidativo, disfuncao da barreira hemato-
encefalica, alteracées microvasculares, alteracbes hemostaticas, alteracdes inflamatorias,

morte celular e lesao cerebral de reperfusao.



2.2.1. Alteracao do metabolismo celular

0 tecido cerebral apresenta grandes necessidades metabdlicas, nomeadamente de oxigénio e
glicose, dependendo quase unicamente destes substratos para o seu funcionamento. O estado
de hipoperfusao observado no AVC leva a uma diminuicao da concentracdao de nutrientes
disponiveis o que, em primeiro lugar, leva a uma quebra na producao de ATP. O défice de ATP
compromete a funcao das bombas de Na+/Cl- ATP-dependentes permitindo uma acumulacao
de K+ intracelular e a saida de Na+ da célula, o que resulta na sua despolarizacio.®
Consequentemente, ocorre activacdo dos canais somatodendriticos e de Ca2+ permitindo a
libertacdo de aminoacidos excitatorios como o glutamato.® Por outro lado, a diminuicdo da
disponibilidade de oxigénio leva a necessidade dos neuronios realizarem metabolismo
anaerobio através da glicolise, facto que leva a producdo e acumulacdo de lactato com

potenciais efeitos prejudiciais.®

2.2.2. Excitotoxicidade

A excitotoxicidade refere-se a lesdo secundaria a activacdo dos neurodnios e libertacao de
neurotransmissores excitatorios, principalmente o glutamato e o aspartato. O aumento da
concentracao de glutamato extracelular leva a activacao de receptores tipo AMPA, kainato e
NMDA, o que resulta no influxo de ides Na+, Cl- e Ca2+ e consequente despolarizacao, que se
propaga e permite a propagacdo da cascata.” As alteracdes i6nicas observadas levam, por
outro lado, a um influxo de 4gua levando a edema citotdxico.’ Para além disso, o Ca2+
intracelular, assumindo um papel de mensageiro secundario, activa um conjunto de enzimas
proteoliticas e produtoras de radicais livres (fosfolipase A2, calpaina, endonucleases,
ATPases, cicloxigenases e NO sintase tipo |) que degradam proteinas do citoesqueleto celular

e da matriz extracelular levando, por outro lado, a lesdo mitocondrial. '

Todas as alteracoes referidas induzem directamente morte celular por necrose embora,
durante o processo, sejam, igualmente, activadas vias que levam a morte celular por

apoptose.

2.2.3. Stress oxidativo

As espécies reativas de oxigénio e as moléculas de ON sao importantes mediadores de lesao

na fisiopatologia do AVC.

Relativamente as espécies reactivas de oxigénio, estas produzem-se inicialmente através da
acumulacao de xantinas (um metabolito do ATP) pela célula em hipoxia. Estes, ao serem

metabolizadas no interior da célula, dao origem ao peroxido de hidrogénio uma molécula



lipossoluvel que facilmente atravessa a membrana, e que gera o radical OH, muito reactivo e
principal causador de lesdo."" Os radicais livres podem interagir com outras moléculas
constituintes da célula e produzir novos radicais, sendo a formacdao do peroxinitrito,
altamente reactivo e fonte de mais radicais OH, a partir do superdxido e do ON, um claro
exemplo disso."" Os efeitos lesivos dos oxidantes sdo varios e diferenciados: a nivel celular,
levam a inactivacao enzimatica, libertacdo de Ca2+ a partir de reservatorios intracelulares,
desnaturacao de proteinas, peroxidacao lipidica, lesdo do citoesqueleto e alteracdo no ADN.
Ao nivel da mitocondria, ocorre disrupcao da membrana mitocondrial interna e oxidacao de
proteinas que medeiam o transporte de electrdes, o fluxo de H+ e a producao de ATP. Por
outro lado, leva a libertacdo do citocromo P450 que desencadeia a via apoptdtica. E de
salientar, por outro lado, que este stress oxidativo intenso leva também a morte celular por
necrose.'? Para além destes efeitos locais, os oxidantes levam também a um aumento da

permeabilidade da BHE" e a um aumento da agregacéo plaquetaria'?.

Quanto a producédo de ON, o mesmo é produzido a partir de trés tipos especificos de sintases
de oxido nitrico, NOS I, Il e lll. A NOS | e Il apresentam propriedades que potenciam a lesao
cerebral sendo expressas principalmente pelas células neuronais (células da glia) e células
inflamatérias, respectivamente.® A isquémia e a libertacdo de mediadores inflamatorios
levam a um aumento da actividade dos factores de transcricao NF-kB e STAT-1a estimulando,
assim, a producdo de ON por estas enzimas.® Por sua vez, a producédo de ON através da NOS IlI
(eNOS), enzima expressa primariamente no tecido endotelial, apresenta efeitos benéficos,
promovendo a vasodilatacdo, inibindo a agregacao plaquetaria e resposta inflamatoria local,

papéis importantes para a recuperacao da hipoperfusao nas zonas de penumbra.®

2.2.4. Alteracao da permeabilidade da BHE

A BHE é uma estrutura de primordial importancia para o bom funcionamento do SNC
proporcionando-lhe um ambiente privilegiado para a regulacao da sua homeostasia e para a
sua proteccao face a substancias potencialmente nocivas presentes na corrente sanguinea. A
isquémia observada no AVC tem efeito também nesta barreira, conforme descrito
anteriormente. As lesdes observadas apresentam um padrdo complexo e bifasico.™ As
alteracbes mais precoces ocorrem entre as 2-24h apos a ocorréncia do acidente isquémico e
caracterizam-se por desagregacdo da lamina endotelial basal com consequente aumento da
permeabilidade desta barreira.” Tal fenémeno ocorre devido a acumulacdo de bradicinina,
VEGF, trombina e MMP estimuladas pelo stress oxidativo.'® As alteracdes mais tardias ocorrem
entre as 24-72h e devem-se, essencialmente, a actividade inflamatdria (as quimiocinas
libertadas pelas células inflamatorias aumentam directamente a permeabilidade da barreira),
infiltracao de leucdcitos e libertacdo de MMP-9 por neutréfilos que, entretanto, conseguem

penetrar a BHE danificada."



A ruptura desta permite, também , por um lado, a entrada de substancias para o parénquima
cerebral, nomeadamente, de moléculas de alto peso molecular que exercem pressao oncotica
e que levam, por um lado, a formacdao de edema e, por outro, ao extravasamento de
eritrocitos e a transformacao hemorragica da zona afectada. ' De salientar, por Gltimo, que o
aumento de permeabilidade da BHE permite a migracdo de células inflamatorias que tém um

importante papel na resposta inflamatéria pés-isquémica, conforme sera descrito adiante. "

2.2.5. Alteracées microvasculares

Para além dos multiplos efeitos nocivos na microvasculatura cerebral descritos
anteriormente, a isquémia leva a perda da auto-regulacdo intrinseca do sistema arterial
cerebral, fenémeno que permite manter uma pressao de perfusao cerebral aproximadamente
constante ndo obstante as variacdes da pressao arterial sistémica.’® A mesma é conseguida
através de processos metabdlicos, miogénicos e endoteliais que levam a vasodilatacao face a
estimulos vasoconstritores potencialmente lesivos (hipoxia, acidose, etc).' Esta provado que
a isquémia altera a dindmica desta auto-regulacdo constitutiva’® e, embora ndo se perceba
completamente a razao, a mesma podera dever-se a uma diminuicao da expressao de NOS lII
e de prostaciclinas e a um estimulo para a producdo de endotelina Il, um vasoconstritor
potente ao qual os microvasos sao particularmente sensiveis.”” Em todo o caso, estas
alteracoes irao prejudicar a reperfusdo rapida da zona de penumbra, fenémeno imperativo

para impedir a propagacao da cascata isquémica.

2.2.6. Alteracoes da hemostase

A lesao endotelial permite a exposicao do factor tecidual que inicia e propaga a cascata de
coagulacdo culminando na formacdo de um coagulo a partir de agregados de fibrina,
plaquetas, factores de coagulacdo e eritrécitos.”” A trombina, uma das enzimas chave neste
processo, isoladamente ou no complexo trombina/trombocalmodulina activa a
procarboxipeptidase U, molécula que inibe a fibrindlise vascular basal. Observa-se uma
diminuicdo expressiva desta enzima cerca de 72h ap6s o AVC, o que mostra o estado de
hipercoagulabilidade associado e a incapacidade intrinseca de reversao deste estado.?' E de
assinalar, também, a libertacdo plaquetaria de mediadores, como o tromboxano A2,
causadores de vasoespasmo, radicais livres e outros mediadores quimiotaxicos para os

leucocitos que potenciam o fenémeno de nao reperfusao. ?

E, assim, notavel o facto dos fendmenos tromboticos estarem associados ao AVC de duas
formas: quer como uma das grandes etiologias deste processo quer enquanto fonte de mais

lesdo apos o seu estabelecimento.



2.2.7. Alteracodes inflamatoérias

A isquémia observada no AVC é seguida por uma complexa e intensa resposta inflamatoria na

qual participam tanto o sistema imunolégico humoral quanto o sistema imunolégico celular.'

As citocinas e quimiocitocinas sao o mais importante motor e coordenador de toda a resposta
inflamatoria. Entre as citocinas destacam-se a IL-1 (a mais importante), o TNFa, o TGFB,
HMG-1%, a IL-6 e a IL-10, a Unica com propriedades anti-inflamatorias e que se encontra em
baixas concentracdes apos lesdo isquémica.® As quimiocitocinas mais importantes neste
processo sdo a MCP-1 , a MIP-1alfa, a IL-8%® (com um efeito pro ou anti-inflamatério dose-
dependente), o complexo CCL5/RANTES?*, a IP-10% e a fractalkina.®

O inicio da resposta inflamatoria deve-se, em primeiro lugar, a actividade de células
neuronais especificas como astrécitos e microglia. Os astrocitos secretam citocinas,
quimiocinas e moléculas co-estimuladoras pré-inflamatoérias que contribuem para a adesao e
migracdo leucocitarias e induzem, também, a expressdo de NOS."2 A microglia, células
macrofagicas do tecido cerebral, podem rapidamente diferenciar-se em fagocitos e produzir
moléculas tanto pré-inflamatoérias quanto anti-inflamatorias sendo que sao a principal fonte
de IL-1beta, TNFa e TGFB.? Estas células, activadas anteriormente pelo ON, pelas espécies
reactivas de oxigénio e por outras substancias rapidamente produzidas apds a lesao isquémica
dao o "mote” para a segunda vaga da resposta inflamatodria, protagonizada pelos neutrofilos,

principalmente, e pelos linfdcitos. "

Os neutrofilos sdo os primeiros leucocitos a infiltrarem-se na area isquémica e libertam,
igualmente, moléculas pro-inflamatérias que amplificam, ainda mais, esta resposta em
cascada. Os linfocitos infiltram-se dias mais tarde enquanto mondcitos e tém um papel de
menor importancia. Estes leucocitos sao uma importante fonte de MMP e ROS, comprovando,

o seu caracter lesivo.®

Para esta migracdo celular contribui o dano observado na BHE e é necessario, em primeiro
lugar, a expressao de moléculas que permitam a sua adesdo e migracao, fenéomenos
potenciados pelas quimiocinas e citocinas anteriormente descritas. Dentro destas salientam-
se a E-selectina, a P-selectina, a ICAM1, a VCAM1 e, por ultimo, as integrinas.6 Esta cascata
inflamatoria contribui para o aumento na expressao de outras enzimas, nomeadamente, de
TXA-2, COX-2 e lipoxigenase que levam a producao de prostaglandinas e leucotrienos que

contribuem para a lesao observada.™

Relativamente a alteracdes na expressdo génica, observa-se a activacdo de numerosos
factores de transcricao cujos produtos estao envolvidos na inflamacao, nomeadamente, NF-
kBY, MAKP e AP-cujos papéis na fisiopatologia do AVC ainda ndo estdo claramente

compreendidos. '



Por ultimo, é importante referenciar o papel dos neuropéptidos neste processo inflamatorio.
Estes sao libertados através da estimulacdo das fibras neuronais tipo C por vanildides,
histamina ou prostaglandinas.® Entre os mais importantes salientam-se a substancia P, que
pode facilitar a libertacao de citocinas, estimular a producao de NO e radicais livres e o

influxo de calcio® e o neuropéptido Y*.

2.2.8. Morte celular induzida pela isquémia

A lesao celular isquémica induz morte celular através de trés mecanismos: necrose, apoptose

e morte celular programa independente de caspases.

A necrose é o tipo de morte celular predominante nas areas com maior grau de lesdo ou de
lesdo mais precoce principalmente aquelas pertencentes ao foco isquémico. Este tipo de
morte celular constitui uma fonte de mais lesdo e de intensificacdo da resposta inflamatoria

local uma vez que as células em necrose libertam glutamato e outras toxinas lesivas.*

A apoptose é um tipo de morte celular programada geneticamente e caracteriza-se por ser
um processo com efeitos minimamente inflamatoérios e com lesdo apenas residual para as

' E caracteristica de zonas com menor grau de lesdo celular como

células circundantes.?
aquele que é encontrado na zona de penumbra® e ocorre, em primeiro lugar, devido a uma
resposta celular a isquémia que se traduz por alteracées da expressdo do gene p53* e Bcl-2**
e é mediada por caspases. De salientar, que a isquémia activa, igualmente, outras vias de
sinalizacdo que induzem morte celular nomeadamente vias relacionadas com o JNK**, c-jun®,
p38% e cdk-5%. Varios aspectos determinam qual dos processos, necrose ou apoptose, ocorre
com maior intensidade sendo que o local e grau de lesdo celular isquémica, o grau de
maturacao celular, a concentracao de Ca2+ intracelular e o microambiente celular sao alguns

deles.™

Um terceiro processo, e menos compreendido, € a morte celular programada independente

de caspases que parece ter, também, um papel importante na resposta pos-isquémia.'?

2.3 Mecanismos neuroprotectores

Embora a isquémia e consequente hipdxia leve, como foi descrito, a um conjunto de
alteracdes que culminam em lesdao e morte celular, a mesma € também responsavel pela
activacdo de inUmeros mecanismos neuroprotectores que tentam contrariar os mecanismos
lesivos despoletados®, nomeadamente, aumento da expressio de HSP70%®, aumento da
transcricio da familia de genes BCL-2* e da proteina pridnica, PrPc, que para além de inibir a
forma activa da Bax, apresenta um papel importante na fosforilacdo da proteina cinase B que

inibe a caspase 3“° e, consequentemente, a via apoptotica®.



2.3.1 Factores de crescimento neuronal

Os mais recentes estudos mostram que a capacidade adaptativa e de resposta a lesdo pos-
isquémica acontece tanto localmente, nos neuroénios lesados e naqueles periféricos, como em

areas mais distantes nao relacionadas topograficamente com a lesao.

O paradigma desta observacdo € a producdo de factores de crescimento neuronais pela
medula espinal que, ao modelar a plasticidade neuronal, podem contribuir para alguma
recuperacdo sensoriomotora apds o AVC.*' Assim, varios destes factores foram implicados,
nomeadamente, o BDNF*, cujo papel critico para o inicio da reorganizacdo neuronal ja foi
descrito, o NT-3*, o VEGF-B*, a IL-10" e 0 G-CSF™®.

2.3.2 Neurogénese e angiogénese

Os neurodnios possuem potencial regenerativo apds lesdo sendo que esta plasticidade pode ser
a chave para o desenvolvimento de terapéuticas que melhorem os resultados cognitivos e
motores no periodo pos-AVC.

A neurogénese no adulto, ocorre principalmente na zona subgranular do hipocampo, na zona
subventricular e no bulbo olfatério a partir de células estaminais neuronais que, sendo
totipotentes, podem gerar tanto novos neurénios como também novas células da glia.*
Parece claro, e foi demonstrado, que estes neuroblastos podem, sob determinados estimulos
como a producao de SDF-1a pelas células endoteliais, migrar para as zonas de lesdo e, assim,
ajudar na sua reparacdo.?’ Crucial para esta migracdo é o desenvolvimento de novos vasos
que permitam o acesso destas células as areas lesadas e criem o microambiente propicio a
sua regeneracdo. A angiogénese observada, que tem um caracter selectivo e especifico as
areas de lesao com algum potencial de recuperacao (zona de penumbra), serve também de
mecanismo de limpeza e regeneracdo endotelial e vascular.” A partir de células endoteliais
maduras ou de células progenitoras endoteliais provenientes da medula oéssea, esta
reorganizacao acontece e a mesma deve-se a accao de alguns factores de crescimento

referidos anteriormente, nomeadamente, BDNF, VEGF, G-CSF e, também, FGF.*
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Diferencas sexuais na etiopatogenia do AVC

0 AVC apresenta, consoante o sexo, diferentes padroes epidemiologicos e clinicos.

Mais concretamente, tem sido descrito e permanentemente observado ao longo dos anos que
as mulheres tém, até aos 85 anos, um menor risco de doenca cerebrovascular que os homens,
diferenca que apresenta uma completa reversao a partir desta idade.' Esta reversdo é tao
significativa que quando analisado o risco de AVC durante toda a vida, as mulheres
apresentam um risco superior ao dos homens (20-21% contra 14-17%)". Pode, desde ja inferir-
se, através desta observacao, que o sexo feminino apresenta durante a maior parte da vida
algum tipo de proteccdao contra a isquémia, proteccao potencialmente perdida com a
progressao da idade. Clinicamente, observa-se, igualmente, diferencas sexuais, com as
mulheres a terem piores resultados motores e cognitivos pos-AVC e a apresentaram maiores

taxas de recorréncia. 2

Desta forma, parece claro que a existéncia de diferencas dependentes do sexo com

expressao fisiopatologica significativa podera estar na base deste dimorfismo sexual.

3.1 Mecanismos hormonais

3.1.1 O estradiol

E habitualmente reconhecido o papel do 17B-estradiol enquanto hormona neuroprotectora,
papel conseguido através da inibicdo da neurodegeneracdo associada as patologias
neurologicas e ao envelhecimento.”® Mais especificamente, no caso da isquémia, desde ha
muitos anos se inferiu o caracter benéfico desta hormona pela observacao da incidéncia e da
extensao do AVC em ratos em diferentes condicdes através do uso de técnicas de oclusdo da

artéria cerebral média para simular as condicGes isquémicas tipicas desta patologia.

Um dos primeiros estudos neste ambito observou a extensdo da lesdao isquémica em ratos
fémea ovariectomizados e nao ovariectomizados apds serem sujeitos ao modelo de oclusao da
artéria cerebral média e concluiu que as fémeas ovariectomizadas apresentavam uma lesao
de extensdo superior, facto revertido através da reposicio estrogénica nestes animais.* Tal
como foi referido anteriormente, a epidemiologia do acidente vascular cerebral em humanos
também parece sugerir alguma proteccao conferida pelos estrogénios as mulheres em idade
reprodutiva. De qualquer das formas, aquilo que se observou, tanto laboratorialmente como
em alguns ensaios clinicos levados a cabo em humanos, é que o efeito benéfico do estradiol
apresenta-se restrito a uma dose especifica e quando administrado num intervalo de tempo
especifico, condicoes que se nao cumpridas podem, paradoxalmente, culminar na

potenciacdo da lesdo neuronal por parte desta hormona.>*
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Embora a accao do estradiol em alguns tecidos possa ser receptor-independente (ver
adiante), ao que parece grande parte do efeito neuroprotector especifico desta hormona

envolve a ligacao a receptores especificos:

e ERa - é um receptor nuclear e factor de transcricdo activado por ligante. Apresenta,
também, funcdes independentes de ligante. E expresso em neuroénios, células endoteliais
e microglia e parece ser o receptor com um papel mais proeminente na proteccao
associada ao estrogénio.®®

e ERB - ¢é estruturalmente e funcionalmente semelhante ao Era e pode formar
heterodimeros com este. E expresso em neuronio, astrocitos e microglia.

e GPR30/GPER - é o receptor menos estudado dos 3 mas apresenta evidéncia de ser,

igualmente, neuroprotector. E expresso em neurdnios e células endoteliais.

Os estudos mostram que apesar dos efeitos benéficos da activacdo destes receptores, o uso
de agonistas sistémicos pode ter variados efeitos: em primeiro lugar pode ndo mimetizar o
papel do estrogénio endégeno® ou tal pode apenas ser conseguido quando usados em muito
baixas concentracoes, em segundo lugar tais efeitos podem ser apenas conseguidos em
machos e em terceiro e ultimo lugar o efeito pode ser lesivo, piorando a incidéncia e a

gravidade da lesdo isquémica®.

De salientar, ainda, que apo6s a isquémia se observa um aumento da transcricdo de Era
(principalmente), sugerindo a sua influéncia na fisiopatologia do AVC. Esta influéncia é
indubitavelmente confirmada pela observacao de lesées mais profundas e de maior gravidade

em ratos knock-out de receptores estrogénicos em comparacdo com ratos normais.*

3.1.1.1 Vias de sinalizacdo dependentes de receptor

Tal como foi descrito antes tanto o Era como o ErB sao factores de transcricao de accao
predominantemente nuclear. As hormonas femininas ligam-se a um dominio especifico de
ligacdao a ligante do receptor induzindo-lhe uma alteracao conformacional que permite a
exposicao de sequéncias de localizacdo nuclear, um conjunto de aminoacidos que funcionam
como um marcador que possibilita a translocacdo para o nicleo e a homo ou
heterodimerizacido dos receptores.”® Uma vez no nlcleo, estes receptores ligam-se a
elementos de resposta ao estrogénio (uma sequéncia de nucleotideos especificamente
reconhecida por estes receptores) na regiao promotora dos genes alvo regulando, assim, a

transcricao génica.”

As vias activadas podem nao ser sempre o resultado de alteracdes gendmicas mas sim o
produto da interaccdo com outras cascatas de sinalizacdo, com transducdo mais rapida de

sinal e que podem, curiosamente, interagir com vias associadas a regulacéo transcripcional.®®
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De qualquer forma, tanto a activacdo nuclear quanto extranuclear de diversas vias ira
culminar em alteracdes nas vias de morte celular, na permeabilidade celular e mitocondrial,

no fluxo idnico, no metabolismo celular e na libertacao de neurotransmissores.

Estdo descritas variadas alteracdes celulares, induzidas pelos estrogénios, quer a nivel

transcripcional quer a nivel ndo transcripcional.

Relativamente as alteracdes transcripcionais pode-se referir o aumento da expressao de
BDNF, VEGF, ERE e IGF-1, o aumento da expressao de moléculas anti-apoptéticas como Bcl-2
e Bcl-xL, a diminuicdo da expressdao de moléculas pro-apoptoticas como Bax e, por fim,
numerosas alteracdes mitocondriais, nomeadamente, aumento da sintese de ATP, aumento da
depuracdo das espécies reactivas de oxigénio e diminuicdo da libertacdo de citocromo c.®
Quanto as alteracdes nao transcripcionais pode-se referir o aumento da fosforilacdo de PCB e
inibicao da via MKL3/MKK4-7/JNK1-2 levando a diminuicao do stress oxidativo, o aumento da
activacao de PI3K e MAPK e inibicao de JNK e a interaccao com a calveolina e receptores de
glutamato com activacao de vias de PLC/PKC/MAPK e aumento do influxo de calcio e

activacdo do canal VDAC, um canal anionico dependente de voltagem.*®

3.1.1.2 Vias de sinalizacdo independentes de receptor

Embora a maior parte dos efeitos neuroprotectores do estradiol estejam relacionados com a
inducao de vias moleculares através de receptores especificos, estdo documentados alguns
destes efeitos independentes da ligacao desta hormona ao receptor. Mais concretamente, foi
observado que certos compostos que apresentam baixa afinidade com os receptores de
estradiol apesar de serem estruturalmente semelhantes a esta hormona poderiam ter algum
papel na reducdo do stress oxidativo mitocondrial evitando, desta forma, a lesdo celular. “®
Embora com alguma incerteza, pensa-se que a apolipoproteina E podera estar na base destes

efeitos mas mais estudos sdo necessarios para aprofundar esta tematica.”’

3.1.1.3 O papel do estrogénio na inflamacao

O estrogénio € uma molécula com grande poténcia anti-inflamatoria. Observa-se em ratos
fémea ovariectomizados sujeitos a oclusdo da artéria cerebral média um aumento da adesao
leucocitaria em comparacdo com ratos ndo ovariectomizados nas mesmas condicdes.>? Por
outro lado, tem sido descrita a diminuicao da actividade de NF-kB, ikB-cinase, iNOS e da
expressao de TNFa com efeitos neuroprotectores. De salientar que esta flutuacao dos valores
dos agentes pro-inflamatérios ndo é constante mas bifasica: em primeiro lugar ocorre

aumento da sua expressdo havendo, depois, uma diminuicio progressiva. >

Observou-se, também, em ratos machos submetidos previamente a terapia hormonal com

estrogénios e, posteriormente, a oclusdo da artéria cerebral média, uma reducéo do IL-18 e
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uma diminuicdo da lesdo cerebral.>* Para além disto, em ratos de ambos os sexos tem sido
reportada diminuicdo dos niveis de Iba cortical, da expressdao de CD3 e supressdo de
CCL2/CCL5 pela exposicdo a estrogénio endoégeno, o que sugere que os efeitos anti-

inflamatorios sdo independentes do sexo.™

Os efeitos anti-inflamatorios do estrogénio observam-se tanto em relacao as células neuronais
e inflamatorias locais como em relacdo aquelas que, entretanto, se infiltram apds a
ocorréncia do AVC e sdo especificos consoante o tipo de célula.®® Em relacdo aos astrocitos,
ocorre aumento da expressao de transportadores de glutamato, diminuindo a excitotoxicidade
produzida por este neurotransmissor e promocao da producao de prostaglandinas e VEGF
estimuladoras da angiogénese.’® Relativamente a microglia, esta hormona estimula a
inactividade funcional destas células diminuindo a sua proliferacao e migracao, o que leva a
diminuicdo da lesdo cicatricial.® Supressdo da libertacdo de quimiocina e citocinas pro-
inflamatérias e diminuicdao do edema através de diminuicao da expressao de aquaporinas sao
dois dos efeitos mediados pelo estrogénio e comuns as varias células gliais.” De notar, que
em relacao aos outros tipos celulares mais estudos deverao ser levados a cabo no sentido de

se esclarecer objectivamente os verdadeiros efeitos das hormonas nas mesmas.

3.1.1.4 O papel do estrogénio na hemostase

0 efeito neuroprotector do estrogénio ao nivel da hemostase e da coagulacdo observa-se a
dois niveis: em primeiro lugar, o mesmo relaciona-se com a inibicdo da aterogénese através
da inibicdo da actividade dos macréfagos, célula com grande impacto na fisiopatologia da
formacao e ruptura da placa aterosclerdtica, estrutura com um grande papel na etiologia do
AVC. Observa-se a supressao da producao de citocinas, diminuicdo da captacao de
lipoproteinas e aumento do metabolismo e transporte celular do colesterol. Todos estes
efeitos resultam numa maior estabilizacdo da placa ja formada e na inibicao do seu

desenvolvimento.>?

Em segundo lugar, as hormonas femininas exercem a sua accao no estado de
hipercoagulabilidade ja descrito e que se segue a agressao vascular observada no AVC. Desta
forma, se por um lado reduzem a producao de ON e ATP pelas plaquetas e pelas células
endoteliais diminuindo o seu recrutamento, adesao e agregacao dificultando a formacao de
trombo, por outro, diminuem a transcricao dos genes associados aos factores de coagulacao
com accao anti-coagulante, nomeadamente, de proteina C, S, de PAl e de AT-Ill e aumentam
a transcricao de factores pro-coagulantes como factor VIl e factor XIl contribuindo, portanto,

para a progressao da lesdo observada.™
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3.1.1.5 O papel do estrogénio na BHE

Experiéncias levadas a cabo em ratos ovariectomizados posteriormente tratados com
estrogénio endogeno e submetidos a oclusao da artéria cerebral média mostraram menores
alteracdes da permeabilidade da BHE e diminuicdo do edema associado.” Estudos posteriores,
relacionaram a activacdo do ERB com o aumento da expressao de claudina-5, uma proteina
que integra as tight-junctions encontradas na BHE, e inibicao directa da accao de VEGF e
diminuicdo da sua expressao através da inibicao do seu factor de transcricao, a proteina HIF-
1a .6 A activacdo quer de ERa como de ERB leva, também, a aumento da expressao de AQP4,
uma aquaporina encontrada nos microvasos que revestem a barreira e que, enquanto
principal canal aquoso desta zona, apresenta grande relevéncia na formacio de edema.>® Por
Gltimo, a diminuicdo da producdo de espécies reactivas de oxigénio e a diminuicdo da
actividade de MMPs induzidas pelo estrogénio irdo, igualmente, contribuir para a integridade

desta barreira.”

3.1.1.6 O papel do estrogénio no endotélio vascular

A descoberta de receptores de estrogénio tanto em células endoteliais® como em células
musculares lisas®® forneceu a derradeira prova do potencial papel desta hormona na regulacdo
da funcdo do endotélio vascular. Estudos subsequentes demonstraram que a accdo do
estrogénio depende, mais uma vez, da activacdo de vias tanto transcripcionais como nao
transcripcionais a varios niveis. Em primeiro lugar, esta molécula aumenta a sintese e
libertacdo de ON que funciona como vasodilatador vascular, anti-inflamatério e anti-
aterogénico. Isto acontece através do aumento da transcricao de eNOS e da estimulacao da
sua activacao por mecanismos dependentes da fosforilacao por MAP cinases, tirosina cinases,
HSP90 e PCB/PI3K.>® Em segundo lugar, é promotora da angiogénese através da estimulacdo
da resposta endotelial ao FGF-2 e da activacdo de RhoA, gene/proteina que estimula a
migracdo e proliferacdo celulares através do aumento da expressdo de proteinas do ciclo
celular como ciclina D1/CDK4, ciclina A2/CDK2 e ciclina B1/CDK1, respectivamente. Ainda
neste ambito é importante o seu efeito enquanto potenciadora da expressao de integrinas,
proteinas chave neste processo.®’ Em terceiro e Gltimo lugar, o estrogénio altera a expressao
de moléculas de adesdao endotelial, nomeadamente, de E-selectina, VCAM-1 e ICAM-1,
aumentando-a ou diminuindo-a conforme a dose e o periodo de exposicdo. Um estudo
realizado em mulheres no periodo pés-menopausa com doenca arterial coronaria mostrou que
a terapia de reposicdao hormonal levou a diminuicdo sérica de moléculas de adesao sollveis,

aumentando, no entanto, a expressao de MMP-9.¢'

15



3.1.1.7 O papel do estrogénio no Homem

A neuroproteccao assegurada pelo estradiol estd, como foi descrito, largamente provada
tanto in-vitro como em modelos animais. Apesar disto, tem sido dificil entender quais os
verdadeiros efeitos do estradiol na mulher e de que forma a intervencao nas vias hormonais
podera ser um alvo terapéutico. Algumas observacoes, epidemiologicas e clinicas, fornecem

algumas pistas no sentido de responder a esta questao:

e Observa-se uma menor incidéncia de AVC em mulheres em idade fértil quando em
comparacdo com os homens, taxa que aumenta e se inverte a partir da menopausa’

e Observa-se um aumento do risco de doenca cerebrovascular em mulheres com menopausa
precoce ou cirrgica ou menarca tardia®

e Observa-se que a terapéutica de reposicado hormonal pode ter efeitos ambiguos
relativamente ao AVC:
v' Se iniciada precocemente apos a perda do estrogénio enddgeno apresenta efeitos

benéficos*®

v Se iniciada tardiamente pode incrementar ainda mais o risco ja acrescido de AVC®

Assim, perante estas observacoes contraditorias parece haver um periodo critico e muito bem

definido temporalmente no qual a introducdo de hormonas exégenas deve ser iniciada. 62

3.2 Mecanismos nao hormonais

Estudos em culturas celulares demonstraram que mesmo na auséncia de estimulos hormonais
os neurdnios de ratos macho apresentavam um comportamento bioquimico distinto dos
neurénios de ratos fémea em resposta a lesdo isquémica.’ Esta diferenca acontece
principalmente a dois niveis: em primeiro lugar, na resposta e resisténcia aos estimulos

lesivos e, em segundo lugar, no tipo de morte celular despoletada apos a lesao.

3.2.1 Diferencas na resposta a lesao

Os neurdnios dopaminérgicos de ratos fémea apresentam maior resisténcia a exposicdo a
concentracbes toxicas de dopamina e mais altas taxas de sobrevivéncia que os neurdnios
dopaminérgicos masculinos, estes ultimos também apresentam maior susceptibilidade aos
efeitos lesivos do glutamato e do peroxinitrato (embora a resposta ao peroxido de hidrogénio

seja semelhante).
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Por outro lado, os neuroénios de ratos fémea das zonas cortical e ventricular expressam mais
cinases neuroprotectoras (PCB, p.e.) em comparacdo aos neurdénios masculinos das mesmas

zonas. Os astrdcitos femininos apresentam maior resisténcia a privacéo de oxigénio e glicose?.

3.2.2 Diferencas na via de morte celular

Nos ratos fémea o mecanismo de morte celular predominante é independente de caspases. O
mesmo relaciona-se com a activacao de PARP como resposta a lesdo do ADN induzida pelo ON.
A PARP funciona como reparador do material genético num Ultimo esforco para garantir a
sobrevivéncia da célula. A activacdo da PARP leva a translocacdo de AIF da mitocondria para
o nicleo levando a fragmentacdo do ADN e apoptose.®*¢*

Nos ratos macho, as caspases sao o principal mediador de morte celular. Tal como foi descrito
anteriormente, a isquémia leva a um conjunto de alteracbes estruturais e metabolicas que
culminam na libertacdo de citocromo ¢ pela mitocondria. Esta molécula, uma vez no citosol,
leva a activacdo de APAF-1 e a formacdo de um aptossoma que activa a caspase 9.
Seguidamente, ha uma activacdo sucessiva de caspases que resulta em apoptose.®*%
Recentemente, tém sido descobertas novas vias de morte celular associadas a neuronios
isquémicos e estas parecem, igualmente, ter um impacto diferente consoante o sexo. Dentro
destas, é de salientar a autofagia cujas evidéncias concluem que tem maior expressao em

neurdnios de ratos macho.?
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O papel da epigenética na etiopatogenia do AVC

A epigenética tem como base de estudo as alteracoes do ADN ou da cromatina sem
interferéncia na sequéncia de nucleoétidos e com influéncia na expressao génica. Em resumo,
pode simplificar-se dizendo que as alteracdes epigenéticas sao fenotipicas e ndao genotipicas.
Estas alteracoes podem ocorrer a trés niveis: por metilacdo do ADN, com adicdo de um grupo
metil entre um nucledtido citosina e um guanina imediatamente a seguir formando uma
“ilha” CpG, por alteracdo das histonas através de metilacao, acetilacdo ou ubiquitinacédo e
pela accdo de sequéncias de RNA ndo codificante.® Normalmente a metilacdo do ADN e a
accdo das sequéncias de RNA nado codificante levam ao silenciamento de um determinado
gene enquanto que as alteracdes nas histonas aumentam a sua expressao, factos que nao sao,
no entanto, regra.® Ainda em relacdo a metilacdo, o processo bioquimico mais amplamente
estudado neste ambito, é digna de referéncia a influéncia da proteina MeCP2 e outras da
mesma familia que se ligam ao ADN metilado e que através do recrutamento de mais

proteinas levam a alteracdes na condensacao da cromatina e a repressdo da expressao génica.

E importante dar relevancia ao facto de que as alteracdes epigenéticas podem acontecer
tanto em células da linha germinativa, tendo, portanto, potencial hereditario, como em
células somaticas. Esta possibilidade de transmissao dessas alteracoes, algumas com
potencialidade de levar ao desenvolvimento de doenca, para as geracoes futuros bem como o
facto de que o ambiente e o estilo de vida poderem ser uma fonte das mesmas torna esta

area de primordial importancia.®

Ao longo dos anos tem sido descrita a influéncia destas modificacdes na etiologia de um
conjunto alargado de patologias como cancro, distlrbios e retardos mentais, doencas auto-
imunes e sindromes pediatricos.®® Também no AVC a epigenética tem efeito. Tal como foi
visto anteriormente, apos a isquémia observa-se, em ratos fémea, um aumento da expressao
de Era do lado da lesdo cuja funcdo é de mediar as accées neuroprotectoras do estrogénio.®’
Este aumento nao se observa em ratos machos e é independente da suplementacdo de
estrogénios exodgenos.®® Relativamente a estes receptores, os mesmos apresentam, em ratos,
uma grande expressao apds o nascimento, facto que mostra a sua importancia no
desenvolvimento cerebral pds-natal e que pode estar na base do diferente desenvolvimento e
fendtipo cerebral de machos e fémeas.®’ Essa expressdo vai gradualmente diminuindo com a
idade, sendo que no cortex adulto é baixa.”® Estudos realizados com o intuito de perceber a
razao deste declinio concluiram que com o avancar da idade e no periodo correspondente a
diminuicdo da expressao de Era, a zona promotora do gene associado ao Era é
progressivamente metilada e associada a proteina MeCP2, o que sugere a regulacao deste

receptor através de mecanismos epigenéticos.”’
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Quer isto dizer, que o aumento da expressao de receptores de estrogénio apos a isquémia
pode dever-se a mecanismos epigenéticos. Para esclarecer esta possibilidade foram realizados
estudos para avaliar o grau de metilacao da regiao promotora do gene do Era apds a isquémia
e observou-se que esta zona apresentava menor metilacdo em ratos fémea sendo que em
ratos macho nao se observou qualquer alteracdo, mesmo quando submetidos a terapéutica
estrogénica exogena ou quando o procedimento foi realizado em ratos fémea
ovariectomizados posteriormente tratados com este tipo de terapéutica.®® De salientar, que
no mesmo estudo se observou que a lesdo neuronal leva a fosforilacao da proteina MeCP2 e a
sua dissociacao do complexo CpG do promotor do Era, reaccao que pode despoletar os
eventos subsequentes que culminam na maior expressdo deste gene.®® Estes resultados
permitem concluir que as alteracdes epigenéticas observadas na etiopatogenia do AVC
apresentam, também, dimorfismo sexual e que a resposta a lesao pode dever-se a
actividade/inactividade de diferentes genes relacionados tanto intrinsecamente, com o sexo,

como com a accao das hormonas.

Em resumo, pode afirmar-se que as modificacoes epigenéticas observadas no Era apds o AVC
sdao de primordial importancia para a ocorréncia de todos os efeitos neuroprotectores
mediados pelo estrogénio sendo que a alteracdo desta regulacdo pode resultar em perda
destes beneficios e no aumento da lesdo. A nocdo da susceptibilidade destas vias a accao de
componentes ambientais ou a comportamentos individuais prejudiciais abre um admiravel

mundo novo na procura de novas etiologias para este velho problema.
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O papel dos disruptores endécrinos na

etiopatogenia do AVC

5.1 Conceitos gerais

Os disruptores endocrinos (DE) sao substancias quimicas sintéticas ou naturais presentes em
pesticidas, plasticos ou solventes que ao serem absorvidos pelo corpo mimetizam ou
antagonizam os efeitos das hormonas endogenas alterando os seus ciclos com repercussoes na
salde dos individuos.” A sua presenca é ubiquitaria nos objectos de plastico do dia-a-dia, no
papel, na agua e na alimentacdo e a exposicdo aos mesmos, ainda que em pequenas
quantidades, pode ser nociva. A absorcdo pode fazer-se por ingestao, inalacdo’® ou de forma
transdérmica’ o que mostra a grande vulnerabilidade do ser humano a presenca destes
agentes: a avaliacao da sua presenca na urina de algumas amostras da populacao detectou a

presenca de metabolitos destas moléculas em cerca de 90% dos individuos.”

Foram levados a cabo estudos no sentido de se entender de que forma é que estes compostos,
uma vez no organismo, se distribuem e os resultados sao surpreendentes: foram detectados
niveis mensuraveis no sangue (tanto no plasma como no soro), no leite materno, no liquido
amniotico, na placenta e na urina, o que mostra a sua possivel influéncia tanto na vida adulta
e infancia como na vida intra-uterina.”” Quanto ao seu metabolismo, ha poucos dados em
relacdo ao ser humano devido ao facto da sua exposicdo ser mais cronica e associada a
menores concentracdes, factos que dificultam esta avaliacdo. E importante notar que tal
como as hormonas, os disruptores endocrinos ndao necessitam de elevadas concentracdes para
exercerem os seus efeitos sendo que as suas curvas dose-efeito nao sao lineares. De qualquer
das formas, os seus potenciais efeitos nocivos no adulto acontecem em concentracoes mais
elevadas do que nas criancas sendo que nestes dois grupos estes efeitos podem ser eliminados
ou amenizados através da remocao da exposicao ao quimico. O mesmo nao é verdade quando
consideramos a accdo destas moléculas em fetos, sendo que os seus efeitos durante o
desenvolvimento podem perpetuar-se para o resto da vida mesmo quando a exposicao ja nao

aconteca, facto que reveste este assunto de particular importancia.’

O primeiro efeito associado a estes agentes foi a modulacao de receptores hormonais
nucleares, no entanto, estudos subsequentes mostraram que os mesmos podem exercer a sua
accao de forma muito variada modulando, também, receptores ndo esterdides, interferindo
na accdo de co-activadores transcripcionais e em vias enzimaticas e exercendo uma accao
directa nos genes ou no DNA produzindo, através deste Ultimo mecanismo, alteracoes

epigenéticas significativas e com potencial transgeracional.”?
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Todos estes efeitos parecem ter algum papel hum conjunto de patologias, quer em adultos
quer em criancas: neoplasias, obesidade, sindrome metabdlico, diabetes e outros distirbios
endocrinos, distUrbios cardiovasculares e cerebrovasculares, patologias auto-imunes, asma,
doenca de Alzheimer e doenca de Parkinson.”” E de salientar que muitas destas patologias
tém a sua relacdo com os DE nao através da exposicdo aos mesmos na idade adulta ou na
infancia mas sim pela exposicao intra-uterina e pela inducao, por parte destes compostos, de
alteracées do desenvolvimento que culminardo, apos o nascimento e durante a vida, em
doenca.”’®

Ha uma variedade grande de moléculas com efeitos de disrupcao enddcrina como a dioxina e
compostos derivados, a DDT , o bisfenil policlorado, o bisfenol A e o ftalato. Esta revisao ira
incidir, principalmente, nestes trés ultimos, encontrados em aparelhos electronicos, em

certos tipos de papel e em plasticos, entre outros.

5.2 Os disruptores endoécrinos e o estradiol

Tal como foi apontado anteriormente, os DE alteram a normal fisiologia dos sistemas
endocrinos. Com efeito, podem afectar a biossintese, metabolismo e transporte das
hormonas, podem modular a sua interaccao com os respectivos receptores especificos e, por
altimo, conseguem alterar a expressdo génica através de diversos mecanismos.”” Embora
estejam descritas alteracoes relativas a maior parte dos sistemas hormonais, esta revisao ira
centrar-se na relacao dos DE com o estradiol dada a grande relevancia desta hormona para a

fisiopatologia do AVC.

Disruptores endocrinos como o BPA, os ftalatos ou o bisfenil policlorado apresentam
estruturas quimicas muitos semelhantes aquelas apresentadas pelo estradiol, facto que
permite classifica-los em xenoestrogénios. Desta forma, poderdo, virtualmente, ligar-se aos
mesmos transportadores, serem metabolizados pelas mesmas enzimas e activarem/inibirem
os mesmos receptores. A influéncia dos DE ao nivel da esteroidogénese do estradiol observa-
se a varios niveis: em primeiro lugar, tanto o BPA quanto os ftalatos parecem inibir, apos
longos periodos de exposicdao, a actividade da aromatase, enzima que converte os
androgénios em estrogénios, resultando numa menor producdo destes Gltimos.”® Em segundo
lugar, observa-se alteracao da actividade da 178-HSD, a desidrogenase que converte a
hormona estrona na forma biologicamente activa, o estradiol, mecanismo que acontece
principalmente em tecidos periféricos e nos quais a accdo do estradiol se observa. Em
terceiro lugar, os DE podem interagir com o receptor PXR, um receptor nuclear que codifica
um conjunto de genes importantes no metabolismo de substancias toxicas. O que se observa é
que desta interaccao podem ser produzidos metabolitos activos e mais potentes com funcao

xenoestrogénica e que podem amplificar a disrupcdo enddcrina.”® Por Gltimo, estdo descritos
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efeitos em que na maioria das enzimas associadas a sintese de androgénios e que,

indirectamente, irdo afectar também a producéo de estrogénios.”’

Apesar da grande similaridade, aquilo que se observa é que os DE ndo tém os mesmos efeitos
das hormonas endodgenas alterando, portanto, a funcdo destas Ultimas e produzindo,
potencialmente, doenca. Estudos realizados mostram que o BPA activa os receptores
estrogénicos ERa, ERB e outros receptores membranares da mesma forma que os estrogénios
o fazem, no entanto, altera a transcricao de genes diferentes daqueles que sao activados
pelas hormonas enddgenas. Isto leva a que que nao sejam activados os genes tipicos (devido a
inibicao competitiva pelo DE) e a que se aumente a transcricao de outros genes que,
naturalmente, deveriam estar silenciados. Por outro lado, observa-se também, a maiores
concentracdes, a activacdo de outros receptores nucleares.”” Estudos em linhas celulares
mostraram um conjunto de outras alteracbes tanto gendmicas quanto nao genomicas:
aumento da libertacdo de calcio intracelular, activacao das vias de cAMP, cGMP e fosforilacao
do CREB (com aumento da expressao de c-fos e c-jun), activacao de MAPK/ERK, PI3 e PCC,

activacdo da cinase calcio/calmodulina Il e activacdo da caspase JNK.%

5.3 Os disruptores endécrinos e o AVC

Dados epidemiologicos recentes associam a exposicdo e absorcdo de disruptores endocrinos a
uma maior incidéncia de doencas cardiovasculares.®' Mais concretamente, um estudo nacional
com uma larga amostra levado a cabo nos EUA mostrou uma clara relacao entre a
concentracao urinaria de ftalatos e a incidéncia de AVC.*” O mesmo resultado foi observado
em mulheres com exposicdo dietética a estes compostos.® Por (ltimo, estas moléculas
parecem ser uma causa de menopausa precoce, condicao que constitui um factor de risco
para o desenvolvimento de acidente isquémico através da reducdo da janela temporal
protectora do estrogénio.® E ainda de salientar que os DE estdo na base de muitas patologias
que constituem factores de risco para o desenvolvimento de doenca cerebrovascular,
nomeadamente, de diabetes, sindrome metabodlico, hipertensao, hipercolesterolémia e
aterosclerose®, o que pode, por si sé relaciona-los, ainda que indirectamente, com o
aumento da incidéncia de AVC. Ainda assim, apesar da grande magnitude destes dois
problemas e da relacdo epidemioldgica ja estabelecida entre os mesmos ainda nao estdo
estabelecidos com clareza os mecanismos bioquimicos e moleculares especificos e de relacao
directa que explicam este fenomeno. Apesar disso, tém sido descritos varios efeitos dos
disruptores endodcrinos em células neuronais, no endotélio, na inflamacdo e noutros

elementos também comuns a muitas etapas da fisiopatologia do AVC.

Assim, serdao descritos esses efeitos atribuidos aos DE e que, simultaneamente, podem

explicar a sua relacao com o distUrbio cerebrovascular referido.
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5.3.1 Efeitos nas células neuronais

Os efeitos dos DE nas células neuronais apresentam uma grande variabilidade consoante a
molécula considerada e os estudos desenvolvidos. Com efeito, as investigacdes levadas a cabo
recentemente mostram resultados verdadeiramente paradoxais acerca do influéncia destes

compostos na lesao isquémica.

Estudos realizados em linhas celulares neuronais mostraram que tanto o BPA como o PCB
induzem a apoptose celular por mecanismos independentes de receptor (mas dependentes de
canais i6nicos) através da activacao da via MAPK/ERK, com recrutamento da caspase 3.% Por
outro lado, o tratamento com PCB em ratos mostrou diminuicdo do nivel de enzimas
antioxidantes no hipotalamo, nomeadamente superdxido dismutase, catalase, glutationa
peroxidase, glutationa reductase e esterase da acetilcolina.®® No entanto, estdo também
descritos efeitos anti-apoptoticos mediados por estes compostos, conseguidos pela diminuicao
do stress oxidativo.®* Um estudo inovador que se propds relacionar a exposicdo in-Utero ao
PCB com a gravidade da lesao isquémica na vida adulta mostrou que o volume da area de
enfarte era menor tanto em ratos fémea como em ratos macho expostos a este DE o que
mostra que o mesmo pode ter uma accao neuroprotectora. Embora ainda nao esteja
esclarecida a razdo deste fenomeno, a explicacdo mais plausivel centra-se num possivel
mecanismo sinergistico entre esta molécula e os estrogénios.®’ Dados apontam que a
exposicao ao PCB durante o desenvolvimento intra-uterino aumenta a sensibilidade aos
efeitos do estradiol na vida adulta e tem algum papel no desenvolvimento do dimorfismo
cerebral®’, o que coincide com os resultados deste estudo visto que em fémeas foi necessaria
uma menor concentracao do composto sintético para se induzir neuroproteccao. Apesar deste
facto, uma investigacdo epidemioldgica ja citada relativa a exposicdo dietética aos PCB
encontrou uma associacao significativa com um amento da incidéncia e da gravidade dos
AVCs, o que constitui, mais uma vez, um paradoxo. Esta disparidade de resultados pode
dever-se ao facto dos efeitos dos PCBs se estenderem para la das alteracées nas células
neuronais. Tal como sera referido adiante, as referidas moléculas estdo associados ao
desenvolvimento de diabetes e doenca vascular, dois factores de risco cruciais para o
desenvolvimento de acidente isquémico.®” Quer isto dizer que seus efeitos neuroprotectores
celulares podem ser suplantados pelo seu caracter lesivo enquanto promotores de factores
que aumentam o risco de AVC e pioram a sua gravidade. Tal facto, é reforcado pela
observacao de que no estudo laboratorial referido ndo ter havido exposicao ao DE apods o

nascimento nao permitindo, por isso, esclarecer esta divida.

Tal como foi descrito anteriormente, apos a isquémia observa-se um aumento da expressao
de receptores estrogénicos, nomeadamente de ERa, importantes para mediar os efeitos
neuroprotectores do estrogénio. Desta forma, a observacao de que os DE podem alterar esta
expressao pode nos dar algumas pistas acerca do seu papel nos eventos que sucedem a

ocorréncia de AVC. Com efeito, embora o BPA possa ter efeitos estrogénicos, alguns estudos
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mostram que a determinadas concentracoes o mesmo pode ter, igualmente, efeitos anti-
androgénicos, ambos dependentes e independentes de receptor.®® Por outro lado, mostrou-se
que a exposicao a este composto em ratos macho durante o desenvolvimento resulta na
diminuicao da transcricao de mRNA associado ao ERa e na diminuicdo da expressao deste
receptor no hipocampo.® Esta modulacdo estd associada ao desenvolvimento de alteracdes
cognitivas na idade adulta, facto que sugere que esta disrupcao pode ter significado durante
toda a vida do individuo. Também é importante notar que se observa uma inibicao da
actividade da aromatase com diminuicdo da producdo de estrogénio.® Por Ultimo, esta
molécula sintética pode alterar a afinidade da ligacdo do estradiol aos seus receptores.®
Também a expressao do ERB pode ser diminuida apds a exposicao aos DE, neste caso, aos
PCBs.*® Mais estudos deverdo ser levados a cabo para perceber se estes fenomenos acontecem
igualmente em ratos fémea e de forma é que os mesmos sao despoletados especificamente

apos a isquémia.

As diferentes respostas celulares, algumas benéficas outras lesivas, a accdo dos DE poderao
dever-se, tal como ja foi descrito, a concentracao do composto e ao tempo de exposicdo. No
entanto, parece também haver alguma susceptibilidade individual ao seu efeito. Um estudo
que relacionava a exposicao aos ftalatos com o desenvolvimento de leiomioma, uma neoplasia
hormono-dependente, mostrou que o risco de desenvolvimento de patologia era apenas maior
para individuos homozigoticos para o alelo C do ERa e do CYP17A1, sendo que nos outros
gendtipos esta relacdo ndo era significativa.” A realizacdo deste tipo de investigacdes em
células neuronais pode ser crucial para clarificar a razdo pela qual os resultados da exposicao

aos DE sao tao diferentes ou mesmo paradoxais nos varios estudos observados.

Por Gltimo, é importante referir a grande disrupcao endocrina mediada por estes quimicos
sintéticos em larga escala mas que pode ter efeito a nivel celular. Os DE levam a alteracao da
producdo de libertacdo de GnRH e das suas hormonas associadas.’” Tal facto, leva a que haja
alteracao dos mecanismos de feedback e alteracdo dos ciclos fisioldgicos e rigorosamente
controlados destas hormonas. Ao ter-se consciéncia de que o resultado final destas alteracoes
sera uma modificacdo dos niveis de estrogénios e androgénios cujos efeitos nas células
neuronais sao de primordial importancia na resposta ao AVC, prevemos que estas mesmas

alteracoes vao levar a modulacao, muito provavelmente lesiva, dessa resposta.

5.3.2 Efeitos na inflamacao

A exposicao ao BPA leva a alteracoes na resposta inflamatoria e imune, tanto celular quando
humoral. Os seus efeitos sdao especificos para os varios tipos de células que integram esta
resposta: relativamente aos linfocitos T CD4+, observa-se aumento da producao de INFy e de
IL-4. Quando aos linfocitos B, observa-se uma estimulacdo da sua proliferacdo e um aumento

da secrecdo de IgG e de IgA. Por Ultimo, apresenta um efeito bifasico nos macrofagos,
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podendo aumentar ou diminuir a producao de TNFa e de ON dependendo da dose
considerada. Ainda de salientar, que o BPA actua como antagonista do receptor nuclear AhR.
Considerando a sua accao reguladora de genes associados a proteinas com funcao anti-
inflamatoria, a antagonizacdo desta funcdo terd, portanto, um efeito pré-inflamatério.”
Também em relacdo aos PCBs estdao descritos efeitos promotores e intensificadores da
inflamacao como activacdo do factor NF-kB e incremento na producao de citocinas pro-
inflamatodrias como IL-6. Assim, ainda que mais estudos sejam necessarios nesta tematica, é
obvio o papel dos DE na estimulacao e sustentacdo da resposta inflamatoria. Tendo em conta
a relevancia desta resposta na cascata isquémica, parece bastante forte a associacao

indirecta destes compostos com a etiopatogenia do AVC.

5.3.3 Efeitos nas células endoteliais

Os DE podem ter algum papel na disfuncao do endotélio vascular e no desenvolvimento de
aterosclerose. Varios estudos tém sido levados a cabo neste sentido focando-se,
principalmente, nos PCBs. Os mecanismos através dos quais tais fendmenos acontecem sao
varios, nomeadamente: aumento do stress oxidativo celular pela activacdo da via JNK com
diminuicao da actividade da glutationa peroxidase, activacao do factor NF-kB, aumento da
producdo de IL-6 e aumento da expressdo de VCAM e ICAM.’* Também em relacdo ao BPA
estdo descritos efeitos semelhantes.”® Todos estes processos sdo fulcrais para a fisiopatologia

da aterogénese e podem sustentar a resposta inflamatoria lesiva observada apds o AVC.

5.3.4 Efeitos na angiogénese e na sinaptogénese

Estudos recentes mostram que o BPA, em concentracoes semelhantes aquelas detectadas em
seres humanos, exibe caracteristicas pré-angiogénicas através do aumento da transcricdao dos
genes associados ao VEGF, eNOS e Cx43 e pela estimulacao da producao de ON. Apesar da
angiogénese ser benéfica quando se consideram as etapas de recuperacao celular apds o AVC,
a verdade é que este efeito protector pode ser ultrapassado pelo papel deste fenémeno no
desenvolvimento de doenca vascular, diabetes ou obesidade, factores de risco com um peso

muito mais significativo para a ocorréncia e gravidade do acidente isquémico.®

Relativamente a sinaptogénese, ja foi referido anteriormente que o cérebro tem capacidade
de reestruturar as suas ligacdes neuronais apos uma determinada lesdo, fendmeno
denominado plasticidade. Para que tal aconteca € necessario haver estimulacdo das células
do hipocampo e cortex pré-frontal pelas hormonas sexuais. Neste sentido, observou-se que o
BPA bloqueia a resposta sinaptogénica tanto das hormonas femininas quanto das hormonas
masculinas. Estes dados tém, portanto, bastante importancia pois mostram que a exposicao a

este composto pode diminuir a capacidade de recuperacdo e adaptacéo apds a isquémia.”
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5.3.5 Efeitos epigenéticos

Um dos factos mais alarmantes relativos aos disruptores enddcrinos € a sua capacidade de
induzir alteracées epigenéticas.” As mesmas podem acontecer tanto na vida adulta como
durante os estagios de desenvolvimento intra-uterino com manifestacao mais tarde podendo,
também, ter um potencial caracter hereditario. Mais concretamente, estdao descritas
alteracbes epigenéticas relativas a expressdao dos genes associados aos receptores de
estrogénios mediada pela exposicao intra-uterina ao BPA: observa-se disrupcao dos padroes
normais de metilacdo do ADN associados a todos os receptores estrogénicos com diminuicao

da sua expressao na idade adulta.®®

Considerando, por um lado, que a expressao constitutiva deste tipo de receptores ¢ um dos
mecanismos neuroprotectores mais evidentes face a lesdao isquémica e, por outro, que o
aumento da sua expressao apos a mesma pode dever-se, como ja descrito, a mecanismos
epigenéticos é clara a evidéncia de que os DE podem através da modulacdo epigenética

destas duas vias diminuir a sua expressao e o seu valor benéfico em relacdo ao AVC.
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Conclusao

Tal como foi descrito ao longo deste trabalho, as hormonas sexuais sao responsaveis pela
regulacdo de um conjunto muito extenso de processos ao nivel das células neuronais

exercendo, por isso, funces de primordial importancia.

Tal facto é particularmente verdade no contexto da lesao isquémica associada ao AVC:
através da accdao das hormonas sexuais, mais concretamente por accdo do estrogénio,
observa-se a activacdo de um conjunto alargado de mecanismos neuroprotectores que através
da reducao do stress oxidativo, da inibicdo da inflacdo, da manutencdo de uma BHE integra
ou da inibicao das vias de morte cerebral permitem minimizar a extensao e a gravidade das
lesdes cerebrais observadas. Todavia, a maioria da informacao disponivel acerca deste tema é
relativa a estudos realizados em animais, ratos e primatas, havendo, por enquanto, muito
pouca informacao relativa a sua accdo concreta no Homem. Considerando a particular
observacao epidemioldgica que confere ao estrogénio um caracter benéfico também no
Homem, mais estudos deverao ser levados a cabo com o objectivo Ultimo de se entender, de
forma rigorosa e precisa, de que forma € que se podera usar as referidas hormonas ou os seus

derivados como armas terapéuticas no combate a doenca cerebrovascular.

Os eixos hormonais, em particular os eixos hormonais sexuais, permitem a producao,
distribuicao e accdo das hormonas de uma forma rigorosamente regulada. No entanto, a
complexidade associada a estes processos torna-os particularmente susceptiveis de alteracoes
que podem, em alguns casos, produzir doenca. Neste sentido, os DE podem alterar a
biossintese, metabolismo ou accao hormonal mimetizando ou antagonizando os seus efeitos, o
que leva, em Ultima analise, a rotura da homeostasia hormonal intrinseca. No caso particular
do AVC, varios estudos demonstram a partilha, por parte dos DE e dos estrogénios, das
mesmas etapas fisiopatoldgicas e a sua intervencdo exactamente nos mesmos processos
bioquimicos, o que permite concluir a importancia do estudo destes compostos, facto que é
reforcado pela sua presenca quase universal na vida do Homem. A verdade é que ha, ainda,
um longo caminho a percorrer nesta area visto que ha uma grande quantidade de moléculas
com accao disruptora e com diferentes efeitos relativamente as células e aos processos
bioquimicos neuronais. Com efeito, estao descritos efeitos lesivos por parte destes compostos
mas também sdo identificadas accao benéficas pelo que é necessario clarificar com
profundidade quais os seus reais efeitos. Por outro lado, as curvas dose-efeito relativas aos DE
nao sao lineares, sugerindo que os supracitados efeitos sdao paradoxalmente contrarios
consoante a concentracdao considerada, o que dificulta, ainda mais a investigacao nesta

matéria exigindo, em conclusao, mais esforcos e mais estudos nesta area.
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